



TECNICAS, MATERIALES Y METODOS UTILIZADOS EN LA EVALUACI ON DE FRIJOL POR 
SU REACCION A LAS ENFERMEDADES 
Marcial Pastor Corrales 
El cultivo de frijol, Phaseolus vulgaris, en cualquier regi6n del mundo 
estA expuesto a factores cl1maticos, bio16gicos y edáficos que afectan su 
rendimiento. De estos factores, las enfermedades de este cultivo, en su 
mayor1a causadas por hongos, virus y bacterias, son uno de los 1 imitantes 
que más contribuyen a su bajo rendimiento en América Latina y muchas otras 
regiones del trópico. 
Las estrategias o sistemas que existen para el control o manejo de las 
enfermedades del frijol son varios e incluyen buenas prácticas culturales, 
rotación de cultivos, siembra de semilla limpia producida en ambientes o 
regi ones libres del pat6geno, uso de productos qu1micos, utilizaci6n de 
variedades resistentes y una combinación de estas estrategias. Sin 
embargo, como en la mayor1a de las regiones del tr6pico, el frijol es un 
cultivo de agricultores que poseen pequeñas pro pi edades, con ingresos 
limitados y además es un cultivo de riesgo, no se puede considerar para el 
control de las enfermedades de este cultivo, estrategias que impliquen 
altos costos para el agricultor; por lo tanto, el uso de variedades 
resistentes debe ser un componente muy importante de esta estrategia. 
La utilización de variedades resistentes imp li ca que existen metodolog1as 
confiables que permiten diferenciar a estas va riedades de aquellas que son 
susceptibles. Para ese fin, es necesario evaluar de una manera adecuada 
al frijol en el campo o invernadero por su reacción a las enfermedades. 
Lu evaluaci6n de germoplasma de frijol por su reacci6n a las enfermedades 
básicamente impli ca juntar en un mismo lugar los tres facto res necesarios 
para que dicha evaluaci6n o selecc i6n de germoplasma resistente sea 
posible. Estos factores son: 
l. El germoplasma de frijo l que se desea evaluar ya sea como variedades 
comercia les, germoplasma avanzado y uniforme o como germo plasma 
segregan te. 
2. El pat6geno o pat6genos causantes de las enfermedades en estudio. Se 
debe tener en cuenta que el cultivo a evaluarse debe ser expuesto a 
una variación adecuada y representativa de las poblaciones del 
pat6geno que existen en el área de interés. 
3. El ambiente apropiado que permita t-1 desarrollo del patógeno y el 
progreso de la enfermedad o enfermedades a evaluarse. 
La interacc ión resultante entre la planta de frijol y el patógeno en un 
ambiente adecuado es lo que se evalúa. Estd interacc ión t iene diferentes 
manifestaciones y el valor que se asigna a cada manifestación variará 
según el objetivo de la evaluación. Las manifestaciones posibles de esta 
interacción son: 
l. La ausencia de s1ntomas de la enfermedad en el germoplasma a 
evaluarse; o sea lo que se denomina inmunidad. 
2. La presencia de 1 a enfermedad y 1 os grados ｾｮ＠ que se presenta; que 
puede cuantificarse i ndicando el número de plantas enfermas o 
iudicando la cantidad de tejido vegetal afectado por la er1fermedad . 
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3. El efecto de la enfermedad en el rendimiento. 
4. La interacción frijol-patógeno, que se puede manifestar como el tipo 
de lesión, o tipo de pústula en el caso de la roya. Tanto la lesión 
como la pústula pueden ser grandes o peque"as, con o sin 
esporulación, rodeada o no de halo clorótico, etc. 
El objetivo o reto del cientHico es entonces el de proveer dise"os 
prácticos y útiles que permitan eva luar l a interacción de la planta de 
frijol con sus patógenos. En algunos programas la simple identificación 
de germoplasma altamente resistente o sin síntomas (inmune) es suficiente 
para sus objetivos . Sin embargo, con algunos patógenos que son altamente 
variables, es r1ecesario tener otros t i pos de mecanismos de resistencia y 
también más variación en el germoplasma que se uti liza ya sea como fuente 
de resistencia o como variedad comercial. Entonces , los dise"os que se 
utilizan para evaluar el germoplasma variarán de acuerdo a los objetivos. 
La mayoría de las evaluaciones de germoplasma de frijol por su reacción a 
las enfermedades se hacen en el campo pero también se realizan en el 
invernadero. 
Cuando se realicen evaluaci ones de germoplasma de frijol en el campo , es 
necesario en la medida que sea posible hacer la evaluación en un lugar que 
sea representativo de la zona frijolera . Para el caso de los patógenos 
del frijol es importante hacerlo en un lugar donde las condiciones 
climáticas permitan que la enfermedad o enfermedades que generalmente 
atdcan al cultivo en la región, se puedan presentar. Por ejemplo, si la 
zona de interés es de clima más o menos ｦｲｾｯＬ＠ con adecuada precipitación y 
donde las enfermedades que predominan a"o tras a"o son la antracnosis, la 
ascochyta y el añublo de halo, la eval uación debe hacerse en un campo de 
la zona de interés donde estas tres enfermedades se presentan, de una 
manera más o menos representativa de la zona. 
Si la eva lu ación se hace en un campo donde la severidad de las 
enfermedades es muy baja comparada con el promedio de la zona, es muy 
probable que se seleccione germoplasma que aparentemente es adecuado 
(resisten te), pero que posteriormente será severamente atacado cuando se 
siembre comercialmente en un campo que si es representativo de la zona y 
donde los dtaques de la enfermedad son más severos . De una manera 
simi lar, si la evaluación se hace en un campo donde l a severidad de la 
enfermedad es extremadamente alta y además no es representativa de la zona 
de interés, se corre el riesgo de eliminar mucho germoplasma de fr i jol que 
es adecuado para la zona. 
También debe tenerse en cuenta que la variación de algunos patógenos es 
bastante amplia, entonces debe exponerse el germoplasma que se evalúa a 
una población del patógeno que es representativa de la variación del 
patógeno. 
Una manera de saber si la evaluación de germoplasma de frijol que se 
conduce es ddecuada, ya sea por la intensidad que l a enfermedad presente o 
si 1 a representación de la s pob 1 ac i ones de 1 patógeno es apropia da, es 
usando testigos . Lo más recomendable es el uso de variedades de frijol 
muy conocidas y cuya reacción a una enfermedad de un a"o a otro en la zona 
de interés es conocida . Para volver al ejemplo anterior de la zona 
fri jo lera donde 1 as enfermedades que predominan son 1 a antracnos i s, 1 a 
ascochyta y el añublo de hal o, se debe utilizar unos tres testigos para 
cada enfermedad que incluya ur. testigo resistente, un intermedio y un 
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susceptible . Estos testigos se sembrarAn por todo el campo para conocer 
sobre la distribución de la enfermedad y de su grado de severidad. El uso 
de testigos conocidos es muy importante . 
ｔ｡ｭ｢ｩｾｮ＠ se recomienda la siembra por todo el campo de variedades 
susceptibles que atrai gan a los patógenos que existen en las zonas. A 
estas variedades se les denomina esparci dores y su función es precisamente 
atraer y esparcir de una manera uniforme y adecuada las enfermedades en el 
campo de evaluación. Los esparcidores pueden ser sembrados con dos o tres 
semanas de anticipación para asegurar la presencia de inóculo. 
Mucha s veces es posible y necesario hacer también inoculaciones 
artificiales con los patógenos de interés. La gran ventaja de esta 
práctica es que si se hace de una manera adecuada, se ti ene muy alta 
probabilidad de tener presente la enfermedad en el campo de evaluación y 
por lo tanto de tener una buena evaluación y selección. Esta práctica 
evita los escapes que son muy comunes cuando la enfermedad no está 
adecuadamente distribuida por el campo o cuando la enfermedad no se 
presenta porque el inóculo natu ral en el campo es muy ba jo , o porque no 
hubo condiciones ambientales adecuadas que permitan un ｡ｴｾｱｵ･＠ más 
representativo. Cuando se hacen inoculaciones artificiales, también se 
debe tener en cuenta el uso de poblaciones representativas del patógeno 
con el que se inocula y que la severidad de la enfermedad sea adecuada. 
Nuevamente la utilización de testi gos conocidos permitirá saber si estos 
dos criterios están siendo apropi adamente utilizados. El método de 
inoculación, la cantidad de inóculo, la edad de la pl anta al momento de la 
inoculación, son factores muy importantes que se deben tener en cuenta y 
que var1an según la enfermedad con la que se trabaje. 
A continuación se hace una descripción de algunos factores que se deben 
tener en cuenta cuando se hacen inoculaciones artific iales con algunos 
patógenos del frijol y que incluye: 
l. Manej o del patógeno: ai slamiento en cultivo puro, producción y 
cuan tificac ión de la concentración del inóculo a utilizarse. 
2. Método(s) de i noculación. 
3. Manej o de plantas a evaluarse: edad al inocularse, uso de testigos, 
etc . 
4. Condiciones ambientales para que se desarrolle la enfermedad . 
Finalmente se hace también una descripción de las escalas de evaluación , 
criterios y filosof1a de evaluac ión de germoplasma de frijol por su 
reacción, ya sea de resistencia o susceptibilidad a las enfermedades. 
el aislamiento , inóculo, e 
Roya 
El patógeno que causa la roya de l frijol, Uromyces phaseoli (= U. 
appendiculatus ) es un parAsito obligado o biótrofo; por lo tanto no es 
pos1ble producir inóculo de este organi smo en un med io artifi cia l en el 
laboratorio. Sin enbargo , es posible hacer inoculaci ones artifi ciales 
utilizando uredospora s del patógeno colectadas de plantas co n roya. 
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Colección de uredosporas 
Dos métodos han s ido utilizados con éxito por el programa de frijol del 
CIAT para consegu ir inóculo del patógeno de la roya: 
a. Recolección de uredosporas de plantas con roya en condic i ones de 
campo. 
b. Recolección de uredosporas de plantas con roya producidas en el 
invernadero. 
Para la recolección de uredosporas en condiciones de campo, primero se 
identifican las plantas con roya y luego se procede a la colección manual 
de estas esporas utilizando un tamiz W 200 (U . S.A. Standard Testing 
Sieve, Arthur H. Thomas Company) por el que pasan las uredosporas del 
patógeno pero no los residuos de las hojas. Al tamiz se le coloca una 
lámina sin poros donde se acumulan las uredosporas. Las hojas de frijo l 
que muestran pústul as esporulantes de roya se golpean suavemente contra la 
ma lla del tamiz, las esporas pasan por el tamiz y se acumulan en la liimina 
ubicada bajo éste. Este método es muy práctico y sencillo ya que las 
uredosporas de roya coleccionadas se pueden uti 1 izar inmediatamente para 
inocular el germoplasma que se desea eva luar o se pueden almacenar para 
ser usadas mas tarde. Se debe coleccionar uredosporas de diferentes 
plantas y campos para asegurarse de que se colecciona toda la variación 
presente en las poblac1ones del patógeno. La única gran desventaja de 
este método, es cuando no hay en el campo plantas infectadas con roya para 
conseguir inóculo y no se tienen uredosporas almacenadas . En estos casos 
se recomienda el segundo método o sea el de producir uredosporas en 
condiciones de invernadero. 
Para obtener uredosporas del patógeno de l a roya en el invernadero, 
primero se siembran plantas de frijol de variedades susceptibles a la roya 
en potes de 10 x 10 cm. Se recomienda 3 plantas por pote, las que se 
inoculan 9 días después de la s iembra. Como inóculo inicial se utilizan 
unas cuantas hojas que tengan roya, las que se lavan en un recipiente con 
agua al que previamente se le agregó tween 20% al 0.02%. Las uredosporas 
presentes en ｬ｡ｾ＠ pústulas al caer al agua fonnan el inóculo, que tiene 
apariencia marrón. El inóculo se aplica a l as 2 plantas con una bomba manual o con una bomba al vacío {15 lb/ pulgada pres i ón). Después de 
inoculadas, las plantas se colocan para ser incubadas por 24 horas en una 
cámara con hu mi fi ca dores y que tiene 100% HR y a 1 rededor de 22°C de 
temperatura. Posteriormente, las plantas se retiran de la cámara humeda 
para trasladarlas a mesas en e l invernadero . Aquí las plantas se asperjan 
diariamente con agua unas cuatro veces por día durante 5 días . Después de 
10 días de la inoculación, las plantas muestran muchas pústulas de roya 
con abundante esporulación. De una maceta con 3 plantas se obtienen 6 
hojas primarias infectadas que producen aproximadamente 125 mg. de 
uredosporas. Estas uredosporas pueden ser utilizadas para inocular el 
germoplasma que se desea evaluar o se pueden almacenar para ser utilizadas 
más tarde . 
Preservación de uredosporas 
Si se almacenan las uredosporas, éstas deben ser guardadas en tubos de 
ensayo tapados con algodón. Estos tubos, se introducen en otros tubos más 
grandes que contengan cl oruro de calcio para facilitar la desecación y as1 
preservar la viabilidad de las uredosporas hasta un mes. Si los tubos 
además de tener cloruro de calcio se colocan a 5°C, la viabilidad de las 
160 
uredosporas puede aumentarse de 2 a 4 meses. Para preservarlas por más 
t iempo es necesario conservar las uredosporas en nitrógeno líquido o 
liofilizarlas. 
Inoculación 
Para la inoculación de las plantas que se deseen evaluar , se utilizan las 
uredosporas fres cas o las preservadas, las que se suspenden en agua 
destilada en proporción de 1.5 mg. por cada 10 ce de agua. Para obtener 
una mejor dispersión de las uredosporas en el agua se agregan un par de 
gotas de "tween 20" por cada litro de suspensión . Si se utiliza un 
hemacitómetro es pos ib le cuantificar el inóculo y obtener así la 
concentración que se recomienda que es de 30 ,000 esporas por cada 
mililitro de agua . Esta concentración generalmente da muy buenos 
resultados. Si no se tiene hemacitómetro se puede est imar que 3 gramos de 
uredosporas por cada 12 l itros de agua resulta más o menos en una 
concentración de 30 ,000 uredosporas /ml de agua. Entonces para inocul ar 
una ｨ･｣ｴｾｲ･｡＠ de frijol se necesitan 36 gramos de uredosporas. 
Una vez preparado el inóculo, éste se asperjd sobre las plantas en el 
campo, utilizando una bomba micronizer tratando de que las plantas queden 
humedecidas en su totalidad y de preferencia cuando el sol ya se haya 
ocultado. En el invernadero las uredosporas se asperjan sobre el haz y el 
envés de las hojas ｾｯｮ＠ una bomba neumAtica (bomba al vac1o ) a una 
presión de 15 lb/pulg ) ; después las plantas inoculadas se colocan en 
una ｣ｾｮ ｾｲ｡＠ húmeda por 24 horas ; posteriormente se co locan las pl antas en 
una mesa del invernadero donde después de 10 d1as se ｯ ｢ｳ･ｲｶ｡ｲｾｮ＠ ｳ￭ｮｴｯｾｳ＠
visibles de roya. 
Antracnosis 
Aislamiento 
Para el aislamiento del hongo que causa la antracnosis , Co lletotrichum 
lindemuthianum, se puede proceder de l d ｦｯｲｮｾ＠ como se indi ca en l a guia de 
estudio del CIAT "Técnicas para el ais lamiento , identificación y 
conservaci ón de hongos patógenos del frijol". 
Inoculación 
Antes de una inoculación, debe incrementarse el hongo a partir de un 
aislamiento puro , cuando este se encuentre bien esporulado en POA, lo cual 
puede verificarse por las masas rosada s de conidias presentes sobre el 
micelio . El inóculo se puede incrementar de varias formas: 
l. Utilizando una ･ｳｰｾｴｵｬ｡＠ previamente esterilizada , se procede a cortar 
pedacitos de micel i o de 3-5 mm de ､ｩｾ ｭ･ｴｲｯ Ｌ＠ preferiblemente del borde 
de las co lonias en POA , lo s que se trdnsfi eren a otra caja de petri 
con POA. De 1-4 pedacitos es suficiente para obtener una buena 
canti dad de espora s. Las nuevas cajas Petri con el hongo deben ser 
incubadas a 18-2l°C, así se tiene buen crecimiento y esporulac ión . 
Este método se usa preferiblemente pa ra inoculaciones en in vernadero, 
en donde no se necesita gran canti dad de esporas . 
161 
2. El in6culo ｴ｡ｭ｢ｩｾｮ＠ puede incrementarse, colocando hojas de frijol 
previamente esterilizadas sobre el PDA. Para esto, una vez listas 
1 as cajas con PDA en con di ci ones asépticas, se pueden colocar 1 as 
hojas de frijol esterilizadas sobre el PDA. Después a partir de una 
caja con el hongo bien esporulado, puede prepararse una suspensión de 
esporas bien concentrada. Para esto se puede agregar a 1 a caja 
cierto volumen de Dextrosa al 1% o agua destilada estéril dependiendo 
de la cantidad de inóculo que quiera producirse. Una vez agregada la 
Dextrosa usando una espátula pueden rasparse las esporas para 
preparar la suspensión. Se puede homogenizar dicha suspensión 
mediante una pipeta. Una vez homogenizada, se agregan en cada caja 
sobre las hojas de frijol de 5-10 gotas de la suspensión y se 
esparcen bien sobre la hoja con ayuda de una varilla de vidrio 
doblada, esterilizada antes de usarse. De esta manera, las cajas 
pueden incubarse a una temperatura de 18-21°C y a los 4-7 días se 
tendrA gran producción de esporas sin desarrollo de micelio. 
Para inoculaciones en campo, donde se necesita mayor cantidad de 
inóculo, éste puede incrementarse en grandes cantidades utilizando 
erlenmeyers con vainas de frijol estériles. Se recogen del campo 
vainas verdes de cualquier variedad donde no esté formado totalmente 
el grano, colocándolas hasta un poco más de la mitad de erlenmeyers 
de 125-250 o 500 ml; las vainas pueden colocarse enteras o partidas, 
una vez llenos los frascos, se les agrega 10-20 o 40 ml de agua para 
los erlenmeyers de 125-250 o 500 ml respectivamente. Esto se hace 
para que en la esterilización, el vapor del agua haga más eficiente 
dicha esterilízaci6n. Los erlenmeyers una vez listos, se tapan con 
algodón y papel aluminio cubriendo el algodón, para esterilizarlos a 
121°C durante 30 minutos. Después de estériles, se puede incrementar 
el in6culo a partir de una caja con producci6n abundante de esporas, 
para lo cual se hace con Dextrosa al 1% una suspensión bien 
concentrada en la caja y mediante una pipeta pasteur, se agregan 
media pipeta (1 ml}, una pipeta y dos pipetas para los erlenmeyers de 
125-250 y 500 ml respectivamente de la suspensión bien concentrada. 
De una caja con aislamiento pueden sembrarse entre 20-40 erlenmeyers 
dependiendo de lo concentrada que quede la suspensión. Los 
erlenmeyers se incuban a 18-21°C por 7-10 días, para lo cual estarán 
listos para la inoculación, habiendo esporulado bastante. 
Nota: Para evitar, contaminaciones con bacterias puede agregarse a la 
Dextrosa, al momento de incrementar el inóculo en las vainas, 
sulfato de estreptomicina en 2.00 ppm 6 ácido láctico al 25% o a 
razón de 2-5 gotas por cada caja Petri segGn el tamano de la 
caja y el volumen del medio por caja. 
El agua sobrante después de la esterilización de los erlenmeyers con las 
vainas, al momento de incrementar el in6culo, debe sacarse del erlenmeyer. 
Preparación del inóculo 
Para inoculaciones en el invernadero, se debe incrementar el inóculo, 
usando cualquiera de los métodos descritos. Para ésto, pueden rasparse 
las esporas de las cajas con sólo PDA 6 de las cajas con PDA y hojas de 
frijol 6 tambien se puede licuar el contenido de estas cajas. Luego debe 
pasarse el in6culo por una gasa con el fin de eliminar el micelio 
contenido en el medio y que la suspensión quede basada en esporas del 
hongo y ､･ｳｰｵｾｳ＠ se procede a hacer lectura de concentración en un 
hemacitómetro para determinar qué concentración tiene este volumen inicial 
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de inóculo preparado y as, proceder a dilu,r el i nócul o hasta obtener la 
concentración de seada o adecua da que para el caso de C. lindemuthianum es 
de 1. 2 x 106 con idi as/ml . La di luci ón de l inóculo se hace usando la 
s i guiente fórmul a: 
Vo Co Vf Cf V o Volumen ini ci al 
Co Concentración inicial 
vf = Vo Co Vf Volumen fi nal 
Cf 
(1 . 2 x 106 conid ias/ ml . ) Cf Concent rae i ór, final 
Para inocul aciones en el campo , usando incremento de inócul o produc ido en 
vainas, una vez l i s t o el inócu l o en los er lenmeyers, se procede a licuar 
las vainas, recogi endo el l i cuado después en varias gasas pa ra co lar todos 
los residuos de la s va inas, t ratando de que la suspensi ón del inóculo sea 
bA sicamente es pora s . 
Luego se procede a leer la concentración con ayuda del ｨ ･ｭ｡｣ｩｴ￺ｮｾｴ ｲ ｯ＠ y a 
la diluci ón respecti va de l inóculo , ut il i zándose l a misiTld concentrac ión ya 
mencionada o sea 1. 2 x 106 esporas/ml. En nuestra experiencia con 
inoculaciones de plantas de frijol con el patógeno de la an tracnosis en el 
campo, generalmen te estamos uti 1 izando, para inocular una he ctá rea de 
frijol, 120 erlenmeyers de inócul o cuando se tienen er lenmeye rs de 250 ce 
y se apli can 12 bombas a una hectárea del cult ivo. Esto con bombas 
micronizer de 12 litros de capacidad. 
El inócul o debe prepara rse en base a una mezcla de aislamientos ｰｲ･ｳ･ｮｴｾｳ＠
y representativos de la región cuando va a real izarse en el campo ó de 
varias regiones cuando va a real iz arse en el inve rnadero; si se tienen 
identificac i ón de razas por aislamiento, l a mezcla debe ser hecha en ｢ｾｳ･＠
a las razas presentes . 
Métodos de inoculación 
Para las i noculaciones en inve rnadero, estas se efectuan en pl antas de 8 
dlas de sembradas inocul andose con inyección de la suspensión en el ta ll o 
un ｣･ ｮｴ Ｑｾｴｲｯ＠ abajo de los cotiledones, en di recci ón inclinada hacia 
abajo, dejando una gota de suspensión a cada lado del tallo por donde 
penetró y salió la aguja. Después de inocular las pl antas con inyecc i ón , 
se inocul an con aspersi ón , para lo cual puede usarse un compresor que 
asperje la suspens ión a una pres i ón de 10-15 1b/pulg2 , asper jando l as 
hojas cotiledonares por el haz y el envés . Después de inoculadas , las 
p 1 antas deben co 1 oca rse en una cáma ra húmeda con 85-100% de humedad 
relativa y a una temperatura entre 18-22"C, incubándose al l , hasta el 
momento de la evaluación , l a cual se hace 7 días de spués de la 
inoculación. 
Cuando se inocula en el campo , las plan tas se asperj an med iante bombas 
mi cronizer tratando de que las plantas queden humedecidas en su totalidad . 
La s inoculaciones se hacen desde cua ndo las plantas tengan 2-3 hojas 
trifoliadas y se repiten cada 10 d, as hasta la aparici ón severa de 
s1ntomas . Las inoculaci ones deben hacerse en cond i ciones de alta humedad 
y bajas temperaturas, por lo que se recomi enda ｾ｡｣･ｲｬ｡ｳ＠ después de la s 
cuatro de l a tarde . También agregar un di spe rc;ante y/o adherente a la 




Esta enfermedad es causada por Isariopsis griseola 
Aislamiento 
Para aislar el hongo, se usa el medio s ir.tético conocido como V-8 el cu<:l 
está hecho de: 
J ugo de vegetales V-8 
Ca r bonato de calcio 
Agar 
Ag ua destilada 
200 ml. 
3 gms. 
18 gms . 
800 mi . 
Las técnicas de a i slamit:nto son diferentes a las técnicas usadas para 
Colletotrichum lindemuthianum, debido a que lsariopsis griseola es un 
hongo de mayor di ficultad para aislar, crecer y esporular . 
La técnica de los ｴｲｩｾｲｦｩｵｬｵｳ＠ de AGAf':-AGUA ｣ｯｮｾｩｳｴ･＠ en tomar triángulos 
pequer'los de AGAR-AGI_1A er una esp<ítula previamente des infestada. Con ayuda 
de un estereoscopio se: rozan las conidias en los sinemas c¡ue se encuentran 
sobre las lesiones en el envés de l as hojas, sin toca r la superficie de lo 
hoja, para lue.;¡o cohH .. ñr estos t rozos de AGAR-AGUA sobre el medio V-8. 
Las co lon i as individuales que crezcilr., se usan para i ncrementar el 
inóculo . 
Incremento del hongo 
A las co l onias desarrul ladas er. el V-R, se les puede agregar unas gotas de 
dextrosa al 1% sobre la colonia y usando una espcitula , se raspa dicha 
colonia, fonnando una suspensión de esporas. Con una pipeta, Se procede a 
pasar de 4-6 gotas de dic.hd suc;pensi5n a nuevos cajas con V-8, para 
esparcirl as en el medio con un vidrio dob l ado estéri l y t r atando de cuJri r 
toda la super f i ci e del medi o, ya c;t.e el hongo tiene un crecimiento 
vertical po r lo cual no se extiende dorde no se siembra. 
Para las inoculaciones se puede incrementar el hongo en gran cantidad , a 
partir de una caja de 8- 10 d, as de crecimiento cuando el hongo ha 
csporulado bastante y que cubra toda la superficie ele la caja, haciénoolo 
de la misma fonna que el partir de una colonia, o sea raspando las esporas 
con dextrosa al 1%, ｨｾｯｯｧ･ｮｩｺ｡ｮ､ｯ＠ la suspensión y colando de 4-G yotas de 
la suspens ión sobre nuevas cójas con V-8 para extenderlas sobre el ｮｾ､ ｩ ｯ Ｎ＠
El hongo debe incubarse a ＱＹＭＲＴ ｾ ｃ［＠ para obtPnc r mayor esporulac i ón , se 
envuelven l as cajas Petri er papel alumini o. 
Inoculació n 
A partir de las cajas bien espo ruladas, se recolectan las esperas en un 
volumen de ayua , ｲ｡ｳｰｾｮ､ｯｬ｡ｳ＠ con una espHula. 'ii la suspensión presenta 
mucho mice li o se recomi enda pa sar el i nóculo por una ga sd, para dejar en 
suspensión las conidias del hongo . Listo el inóculo, se lee l a 
concentración en el hemacitómetro y se di luye hasta 2 x !O't conidias/ml . 
Generalmente 2 cajas Petri con buena esporulación del hongo arrojan rres o 
menos 1 litro de i nóculo de 2 x Ｑ Ｐｾ＠ conidias/ml de agua ; o sea que paro 
inocular una hectárea a la que se le aplican l? bombas de inóculo , se 
necesitan por lo menos 288 ca2as Petri b1en esporuladas . Se u!'.an bombas 
micronizct de 12 litrvs de capacidüé. 
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Métodos de inoculaci ón 
Para inocu l aciones en invernadero se US dn plantas con 2- 3 hojas 
tr i foliadas ( 17-20 días de sembr adas), l as cuales se asper j an mediante una 
boml:a de presión ,; 10-15 lb/pu lg2 usando tritón AE al 0, 1% en la 
suspensién de conid i os , tratando de asperj ar el haz y el envés de las 
hoJaS. Una vez inocul adas las plantas, éstas se incuban de 2-4 d1as en 
una a tmós fe ro con 80-1 0m: de humedad y 18- 22°C , pa ra luego co 1 ocarl as en 
un ambi ente fresco , ha s t a la aparición de s íntomas 8 -1 2 días después. 
Pa r a i r.ocul aci oroes en campo, el hongo se inc rementJ en caj as de la misma 
ｦｯｭｾ＠ que para ｩ ｮｶ｣ｲｾ｡､･ｲｯ Ｌ＠ ｡ ｳｰ･ ｲｪｾｮ､ｯｳ ･＠ l a suspensión de esporas con una 
bomba mi c r onizer sobre la s ｾ ｬ｡ ｮｴ｡ｳ＠ cuando estas tengan 2-3 hojas 
trifo l iadas y repit iendo la s inocu l aci ones cada 10 dí as hasta 1á apa rici ón 
de s íntomas . 
ｾ｣ｬ･ ｲｯｴ ｩｵｭ＠ rol fs i i 
Aislami cr.to y purificación 
Se hace cortando pequerior, troc itos de 1 a ices o ta 11 os i nfec t.;oos por e 1 
hongo y desinfestándolos t r es minutos en hi poclorito de sodio a 0 . 57 , 
despué s lava rl os un minuto en agua des tilada esté r il , (ésto es pa ra 
efectuar l u des infest,;ción superf icial de las raí ces) . 
ｄ･ｾｰｵ￩ｳ＠ se coloca el mat.: r·ial vegetal (pedacitos de ra íces) en ca jas dE: 
petr i con PDA Ｈｰ｡ｰ｡ Ｍ ､･ｸｴｲｯｾ￼Ｍ ｡ｧ｡ ｲ Ｉ＠ y se col oca n dentro de una i ncubadora a 
ＱＹ Ｍ ＲＵ ｾ ｣Ｌ＠ después de 3-4 días se transfieren tomando trocitos de ｾ Ｑ ｣ ･ｬｩｯ＠ y 
sembrandolos en unél nueva ca j a con POA para purificar el patógeno y 
ponerlo en la mi sr.ra temperatura antes menc i onada. Este procedir.1iento 
también ｾ･＠ usa para Rhizoctonia so lani y Fusarium sp . 
Incremento de l iroócul o 
Se siembran esclerocios maduros en caja s de petri, l as cuales pueden 
rendir unos doscientos escleroc ios por taja; luego se mezclan er. una 
concentración de quinientos esclerocios por 1 itro de suelo o arena , se 
siembra una variedad susceptible y s i e l aislami ento tiene buena 
patogenicidad se obse rvan l os síntoma s en la haja germinación y el 
marchitamient o de la s pHntulas. Otro medio para obtener inOcul o, es 
･ｾ＠ sea ra de arroz. Se toman 8 1 itros de ･ ｾ＠ se a ra de arroz , ?. 1 t de una 
so luci 6n que tenga 20 gramos de azG ca r r efinada y 1.4 gramos de KN03, e s te 
medio se coloca en una lata y es esteril iz ado 2 tiempos de un ?. hora ,; 
121° C; después se toman 2 cajas de petri con esclere:c ios maduros y se 
licuan en l OO ml de H20 des tilada es téril, cc locandolos a c recer en el 
ｮｾ､ｩｯ＠ de ｣ｾｳ｣｡ｲ ｡＠ de arroz a temperatura ambiente. ｏ･ｾｰｵ ￩ｳ＠ de unos 15 días 
se observa el c recimiento de micel io y gr an cant i dad de escleroc i c s, los 
que SE: usan para inocular. En el caso de no ｾ ｡ ｢･ｲ＠ cascarilla se puede usar 
hojas o tall os ce fri j ol u o tros tales como granos dE:- avena o tri go . Se 
puede usar la variedad Sanii.! c como test i go s uscept ible . En l os ensayos 
de campo se han uti 1 izado entre 400- 500 escl erocios vo r flletro de surco. 
Colocando al inóculo sobre la semilla en e l surcc, a l momento de la 
ｾ ｩ･ｭ｢ｲ｡Ｎ＠
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Rhizocton ia solan i 
Aislamiento y purifi cación 
Para la obtención y pu rificación del patógeno se siguen los mismos 
procedimientos antes mencionados para Sclerotium rolfsii. 
Incremento del inóculo 
Se puede incrementar el inóculo licuando 1 caja de hongo en H20 destil ada 
estéril aplicándolo directamente al medio (arena}, en una proporción de 
4-5 1 ts. de arena . Los ｳｾｮｴｯｭ｡ｳ＠ se observan en los primeros 10 ､ｾ｡ｳ＠ de 
siembrd (es muy importdnte una buena humedad en el suelo para un buen 
desarrollo del patógeno). También se puede incrementar el inócul o en 
cáscara de arroz utilizando el mi smo método usado para Sc lerotium rolfsii . 
También se puede preparar inóculo utilizando 100 gr de papa cortadas en 
pequeños pedacitos los que se mezclan con un litro de suelo . La mezcla se 
esteriliza por unos 25 minutos. Esto se puede hacer colocando 400 gramos 
de la wezcla en Erlenmeyers de 1 litro de volumen. Después se introduce 
pedacitos de agar con el hongo procedentes de una caja Petri donde éste 
ya se ha desarrollado . Después de más o menos dos semanas esta mezcla de 
peddcitos de papa, suelo y el hougo que ha colonizado la mezcla, se usa 
pird inocular el frijol en suelo del invernadero o del campo . Se usa 21 
de este inGcul o ｮｾｺ｣ ｬ｡､ｯ＠ con el suelo donde se sembrará el frijol. 
Fusarium sp . 
Aislamiento y purificación 
Para Fusdriun. sp se sigue el mismo método de cortar trocitos y desinfectar 
con hipoclorito. 
Incremento del inoculo 
Se hace sacando esporas del cultivo maduro en cajas de PDA con agua 
destilada; luego se mezclan estas esporas en el suelo o arena, en una 
c.vncentrtlción de 1 x 108 macroconidi as por litro de suelo. Para medir la 
concentración se usa un hemacitómetro . Los síntomas se aprecian de 3- 5 
semanas después de la siembrd , las variedades Ca lima y ｾ･､＠ Kidney se 
pueden utilizar ｣ｯｮｾ＠ testigos susceptibles . 
Para es t e cvmplejo de hor.gús se inoculan en el momento da la siembra y es 
necesario hacer ｰｲｵ･｢｡ｾ＠ de diferentes concentraciones para detenninar la 
concentración de inóculo ｭ｡ｾ＠ apropiada . 
Enfe rmedddes bacterianas del frijol 
Para e l añublo común causado por Xanthomonas campestris pv. phaseoli y 
paro e l anublo de halo causado por Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 
se pueden util i zar métodos similares . 
Aislamiento 
Medi ante hojas con síntomas de añublo, pueden cortarse pedazos de 2- 3 mm 
ce dicimetro, incluyendo dreas con síntomas y áred verde . Los trozos de 
roja se desi11festan en Hi poclor itv de Sodio al 0.5% ó Bicloruro de 
11ercurio al 1"' como indica la gu ía df' estudio (Técn i cas para el 
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aislanriento , identificación y conservación de hongos patógenos del 
frijol). Despué5 de lavados l os trozos, éstos pueden co locarse en un 
pequeño mortero con una s ｧｯｴ｡ｾ＠ de agua des tilada estéril, cubriendo los 
pedacitos para luegu proceder a macerar los con el mango estéril; de la 
suspensiórt fo rmada, se pueden pasar med i ante una asa, unas gotas a un 
med io sólido y estric:rl as sobre el medio para obtener el crecimiento de 
colonias de cua lqu iera de estas bacterias. 
El medio más común pa ra i ncremento de estas bacterias es YCDA que 
contiene: 
Extracto de levadura 
Carbonato de ca lcio 
Dextrosa 
Agar 
{Y) 10 gs 
(C) 17 gs 
(O) 10 gs 
{A) 20 gs 
Para 1 litro de agua 
Las colonias de X. Campestris pv. phaseoli son de color amar illo y 
viscosas , pero alguna s co l onias son de color amar illo, se tornan café o 
nldrrón . A estas se les asocia con el llamado añub l o fusca. Las colonias 
､･ｾ ﾷ＠ Syringae pv. phaseol icola son de color blancuzco y mucosas. 
Preparación del inóculo. A partir de l crec imi ento bacterial en una caja 
con YC DA, pueden incrementarse muchas cajas . Para ésto, medi ante una asa, 
se toca el crecimiento inicial y se espa rce sobre una nueva caja con 
medio , de esta forma se incrementan toda!> las caj as necesaria s. 
Para la inoculación, dichas cajas se i ncrementan 48 hora s antes de ést a y 
se incuban a 28°C. Listo el inóculo, se raspa el med io, puede ser con los 
dedos , y se recoge sobre agua; debe agitarse lo suficiente para obtener 
una mezcla homogénea del inóculo . 
Una vez prepa rada l a suspens ión, mediant e l a ayuda de un ｣ｯ ｬ ｯｲｾｭ･ｴ ｲｯ＠
ba sadu en densidades ópti cas , para l o cual se debe tener una curva 
calibrada en dens i dades con concentración de bacteriós ; de esta forma se 
lee la concentración del inóculo preparado y se diluye a 5 x 10 uni dades 
que forman colonias (CFU)/ml . Si no se tiene un espectofotómetro para 
medir la concentración de las bacterias en el inóculo se puede asumir que 
4 platos Petri con l a bacteria incubada por 48 horas , se diluyen en 12 
litros de agua , que es l a capaci dad de l a bomba y así obtener una 
concentrac ión de inócu lo de 5 x 10 CFU; o sea que pa ra una hectárea de 
frijol se necesitan 48 cajas Petri con l a bacteria i ncubada por 48 horas. 
Para el patógeno del añ ubl o comú n, las inocu l ac i ones pueden ser hechas en 
base a un sólo ai s lamiento, selecc ionado por su mayor virulencia con 
respecto a otros . 
Pa ra el del añublo de hal o , l as inoculaciones son hechas con mezclas de 
aislamientos ante la supuesta ex istencia de va ri as razas . 
Inoculac ión 
Para inocul ac iones en invernadero, con e l patógeno del añubl o común, las 
planta s se inocul an cuando tienen l a primera hoja trifoliada. El método 
má5 usa do es media nte unas t i jeras o cuchi ll as ajustadas a un ca bo con 1,5 
cm de separac ión entre ellas . 
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Las t i jeras se introducen en un beaker que contiene el inóculo; en el 
fol iolo centras se hacen dos cortes a cada lado del fol iolo, los dos 
cortes deben ｳ ｾｰ｡ｲ｡ｲｳ･＠ 1 ,5 cm y estos deben alcanzar las venas secundarias 
pero no la primari a. En l os foliolos laterales , también se hace el doble 
corte pero en los bordes no adyacentes al foliolo central . Con las 
cuchillas , el inóculo puede coloca rse sobre una esponja , humedec i endo ésta 
para Juego colocar los foliolos de la hoja trifoliada sobre la esponja y 
hacer 1 os cortes con 1 as cuchi 11 as , asegurándose de humedecer con 1 a 
suspensión los cortes . 
Las plantas se colocan en condiciones de 27°C y humedad ambiental, pa ra 
evaluar las plantas a los 8-10 días después de la inoculación . 
Para i noculac iones en campo , se procede a partí r del mi smo inóculo, 
asperjándose sobre 1 as p 1 antas mediante bombas mi e ron i zer o una bomba que 
alcance presiones de 1?0 lb/pulg2 . Estas inoculaciones deben hacerse con 
una alta humedad en el campo y preferiblemente después de las cinco de la 
tarde . 
Las inoculaciones se repiten cada 10 días hasta la apanc1on de los 
síntomas . Generaln1e1itE' 4 platos con c recimiento de 48 horas dan mós o 
menos 1 1 itrc de inócul o c.on 5 x 10 de CFU , al que se le ag rega agua 
para c.úmpletar 12 litros arrojando una nueva concentración de 
aproximadamente !> x 10 CFU 4ue se utiliza para inocular plantas en el 
campo . 
En el campo puede usarse el mé todo de las cuchillas, dependiendo de las 
facilidades operarias. 
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